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収・蛍光極大を有し、輝度 (モル吸光係数×蛍光量子収率) が高いフルオレセイン 1), 2)やロ



































AIE 色素ラベル化プローブに関する知見を得ることを目的とし、1) がん診断のための AIE
色素ラベル化プローブの合成と物性評価、2) AD 診断のための AIE 色素ラベル化プローブ




 1.1 がんとアルツハイマー病 (AD) の現状と各疾患におけるバイオマーカー 
 1981 年以降、日本では死因別死亡率で悪性新生物 (がん) が第１位となり、それ以降現











念されており、QOL (Quality of Life) の向上において最も弊害のある疾病の一つと考えら
れる。 
 非侵襲的な病気の診断には、画像化あるいはバイオマーカーが利用されることが多い。前
者の例としては、汎用されているMRI (Magnetic Resonance Imaging) や CT (Computed 
Tomography) に加え PET (Positron Emission Tomography)、イメージング用蛍光プロー













め 、 多 量 の ATP (Adenosine 
triphosphate) が必要となる。従って、
多量のグルコースが消費され、結果とし
てがん細胞に多くの PET プローブが蓄積する。この PET プローブから放出される放射線
量を画像化することで、ガンの有無の判別やがん化した部位を容易に発見することができる。 
ADの診断の場合では、アミロイド線維に結合する ThT (Thioflavin T)14)のアナログであ
る Pittsburgh Compound-B (PIB) が標準的な診断薬として利用されている 15)。PIBはピッ
ツバーグ大学のW. E. Klunkらによって開発された化合物で、陽電子放出核種として 11C が
使用されている (Fig. 1-2)。アミロイド線維を形成するアミロイドベータ (A: Amyloid 
beta) ペプチドは AD の早期診断のバイオマーカーとして有力視されており、PET による
アミロイド線維の可視化技術は Aの蓄積や AD の発症の関係を明らかにする上で重要であ
る。しかしながら、PET による画像化診断の欠点として装置が大型で 1 回の測定のコスト











Fig. 1-1 Schematic illustration of [18F]-FDG in 
tumor cells. 18F-FDG6P: 18F-2-fluoro-2-deoxy- 
D-glucose-6-phosphate, HK: hexokinase, GT1: 
glucose transporter 1. 
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腫瘍マーカーとしては AFP (-fetoprotein) をはじめ、CEA (Carcinoembryonic antigen)、


















*SCC: Squamous cell carcinoma antigen 
*PIVKA-ii: Protein induced by vitamin K absence or antagonist-2 
*STN: Serial Tn antigen 
*CA: Carbohydrate antigen 
*NCC-ST: Nation Cancer Center-Stomach 
 
 
Fig. 1-3 Tumor markers and positive ratio at stage1 or total20). 
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 染色体の末端部分にはテロメア (Telomere) DNAと呼ばれる 5’-(TTA GGG)n -3’の反復配
列領域が存在し、テロメアはこの反復配列 DNAと複数の関連タンパク質で構成される 24)。 
また、テロメア DNAの 3’末端側では 100-200塩基がオーバーハングしていることが知られ
ており 25)、細胞内のように K＋イオンの多い条件下では G-quadruplex と呼ばれる四重鎖構
造を形成することが知られている(Fig. 1-4)26)。また、Na＋イオン存在下でも G-quadruplex
構造を形成するが、Li+イオンのみ (あるいは Li+イオンが他のイオンよりも多く含まれてい
る) 場合では二重鎖構造 (Duplex) を形成することが明らかとなっている 27)。 
テロメア DNAは細胞分裂が行われると 3’末端側が短縮される 28)。正常細胞では、細胞分





Fig. 1-4 Biomarkers of AD and the 
changes at clinical disease stage22). 
Fig. 1-4 G-quadruplex structure in K+ 
condition.    
Fig. 1-5 Biological roles of telomeric DNA 
and telomerase26).  
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テロメラーゼは、逆転写酵素ユニットである hTERT (human Telomerase Reverse 







Table 1-2 Positive ratios of the telomerase activity32). 
Tissue Positive ratio (No. positive/ No. test) 
Gastric cancer 85% (72/85) 
Colorectal cancer 89% (123/138) 
Breast cancer 88% (300/339) 
Liver cancer 86% (149/173) 






ている。一部を Table 1-3に抜粋した。 
 
Table 1-3 Conventional telomerase activity assay. 
Assay Detection (probe) Ref. 
TRAP assay SYBR® green (PCR + PAGE) 33 
ELISA Digoxigenin-labeled oligonucleotides  34 
Electrochemical assay Electrochemical active spices 35 
DNAzyme Hemin (Peroxidase-like catalytic activity) 36 
HPA Chemiluminescent probe (acridinium ester) 37 
Quantum dots (QDs) QDs labeled primer and Texas Red-labeled dUTP 38 
 
これらの中で最も一般的な方法は、Kimらによって報告された TRAP (Telomeric Repeat 








長産物が得られる。ii) 増幅：伸長産物を PCR 
(Polymerase Chain Reaction) により、検出
可能なレベルまで増幅する (30-33 cycles)。
iii) 解析：非変性 PAGE (PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) にて増幅した DNAを泳動
させた後、EB (Ethidium Bromide) や SYBR® Green等で染色した後、蛍光イメージング
アナライザー等で解析する。正常細胞では内部標準コントロール (S-IC: Standard-Internal 
Control) のバンドのみが確認できる。一方、がん細胞では S-IC の他に 6塩基ごとに複数の
バンドが観測される (Fig. 1-6)。従って、6塩基ごとのバンドの有無によって測定に用いた
細胞が正常あるいはがんであるかを診断できる。TRAP assay は、PCR による増幅を行う






 TRAP assayに替わる手法として、Table 1-3で示す測定法の他に QCM (Quartz Crystal 
Microbalance)42), Magnetic Bead43), SPR (Surface Plasmon Resonance)44) などを利用し
た手法も開発されている。これらの代替法は、PCRまたは PAGEフリーな手法であること
が多いが問題点も指摘されている。例えば、Electrochemical assay や ELISAなどは、TS









Fig. 1-6 Gel image in TRAP assay39). 
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Fig. 1-7. Schematic illustration of immobilization process of TS primer and masking 
process with 6-mercapto-1-hexanol. 
 
2003年にWillnerらは、Quantum dots (CdSe-ZnS) と Texas Redラベル化 dUTPを用
いて FRETによるテロメア伸長反応を追跡した例を報告している 38)。Texas Redを標識し
た dUTP を伸長反応の際に取り込ませることで、TS プライマーを固定化した QDs 
(Quantum dots) から Texas Redに FRETが起こり、Texas Redの蛍光強度からテロメア























 1.4 蛍光プローブによる DNAの検出 
 蛍光プローブを用いた DNAの検出にはすでに良く知られたいくつかの方法があり、汎用
的なプローブとしてはMolecular beacon45)と FRET型プローブ 46)が挙げられる。各測定法









Fig. 1-9 Principles of DNA detection methods. A) Molecular beacon, B) FRET. 
 
Molecular beacon は、ステム構造を形成する DNA の両末端にそれぞれ蛍光色素と消光
剤でラベル化したプローブで、Donor (蛍光色素) とAcceptor (消光剤) 間の距離が 0.1-1 nm








もある 47)。FRET は Donor-Acceptor 間距離が 1-10 nm の際に誘起されるエネルギー移動
であり、上図のようにそれぞれのプローブがターゲット DNA に結合した際に
Donor-Acceptor間距離が近接することでDonorから Acceptorへエネルギー移動が起こる。























(APP: Amyloid Precursor Protein) が切断されることによって産生されるペプチドであり、
N末端側は細胞外で-secretaseによって切断され、C末端側は膜内から-secretaseによっ
て切断される 48) (Fig. 1-10)。この際、-secretaseの切断位置によって、A (1-38)、A (1-40)、
A (1-42)、A (1-43) などの長さの異なる Aが産生されるが、大部分は A (1-40) 及び A 
(1-42) が占める 49)。Aの配列は Table 1-4に示すとおりである。 
 
Table 1-4 A sequences.  
A (1-x) Sequence 
A (1-38) H-DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGG-OH 
A (1-40) H-DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV-OH 
A (1-42) H-DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA-OH 






ブリルを形成する際、-sheet構造を形成することが知られており、X-ray fiber diffraction 
Fig. 1-10 Illustration of A production. 
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や ssNMR (solid-state Nuclear Magnetic Resonance) によってフィブリルの構造が明らか




















Fig. 1-11. Structural model for A (1-40) fibrils.51)  
 
A(1-40) フィブリルは、-strand (12-24) / turn (25-29) /-strand (30-40) が平行に配向
している。A(1-42) においても同様の構造を形成することが報告されている 52)。1-8 残基
目までは、構造形成に関与しておらず、配向も無秩序である 51)。また、16-20残基目のKLVFF
は、full-lengthのA を認識して結合する性質を有していることが明らかとなっている 53)。 
 Aの凝集速度は周辺環境により大きく異なり、温度、対イオン種などが凝集速度に影響
を与える因子となる。例えば、塩酸塩型 Aはトリフルオロ酢酸 (TFA: Trifluoroacetate) 塩




(d) Possible mode of lateral association 
to generate fibrils. The spacings 
between -sheet layers are ≈ 9.5 Å 
(c) Cross section of an A (1–40) fibril 
with the minimal MPL (mass-per-length) 
indicated by STEM, formed by 
juxtaposing the hydrophobic faces of two 
cross-units from (a) and (b). 
(b) Central A (1-40) molecule 
viewed down the long axis of fibril. 
(a) Schematic representation of single 
molecular layer A. 
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 1.6 Aペプチドの測定法 
Aの測定法としてThTを用いた蛍光
測定 55)や ELISA56)が報告されている。
ThTは TICT (Twisted-Intramolecular 





(増大) する (Table 1-5)57)。 
 
Table 1-5 Fluorescence property of ThT in each solvent57). 
ThT  K (103 mol-1dm3) 
Chloroform 0.017 --- 
Buffer (water) 0.00033 --- 
Fibrillar A (1-42) 0.31 5.85±0.07 
*: Fluorescence quantum yield 
















Fig. 1-12 Non-fluorescent TICT state model57).  
Fig. 1-13 Schematic illustration of ELISA method.  
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目した。AIE 色素は 2001 年に Tang らによって最初に報告された機能性色素であり 58)、
今日ではテトラフェニルエチレン (TPE: Tetraphenylethylene)59)やトリフェニルアミン 
(TPA: Triphenylamine)60)、シロール 61)、キサンテン 62)、カルボラン 63)などの誘導体が数
多く報告されるようになった (Fig. 1-14)。 






















を構築しやすいことが利点として挙げられる。実際、ATP (Adenosine triphosphate) 64)や























 1.8 本研究の目的 
以上のことを踏まえ、本研究では、がんおよび AD診断のために、各疾患の測定対象と
なるバイオマーカーであるテロメア DNA と Aを認識する生体分子 (相補鎖 DNA と A





汎用的な蛍光色素である FAM (フルオレセイン誘導体) でラベル化した蛍光プローブ (二
15 
 




本研究の目的である AIE 色素をテロメア DNA の相補鎖 DNA にラベル化したプローブを
合成し、合成したプローブを用いて各種測定を行い、検出メカニズムの解明やプローブの
有用性を検証した。詳細は第 3章で述べる。また、DNAのアナログであり、DNAプロー




を促進するペプチドを AIE 色素でラベル化した蛍光プローブを合成し、従来の ELISA や
ThT assayと本手法を比較することにより合成したプローブの有用性を検証した。詳細は
第 5章で述べる。 
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iFRET の場合、通常の FRET プローブによる検出とは異なり、2 種類の蛍光色素のうち 1
種類はインターカレーターを利用する 1)。従って、生体分子へのラベル化は 1種類の蛍光色
素のみとなり、FRETプローブやMolecular beaconと比較して合成が簡便である。蛍光プ
ローブには市販のFAM (Carboxyfluorescein) やTAMRA (Tetramethylrhodamine) でラベ
ル化したものが使用でき 2)、インターカレーターには Ethidium Bromide (EB) 3)や SYBR@ 
Green4)が使用できる。FRETは、2つの異なる蛍光色素が 1-10 nmに近接した際に、Donor
側の蛍光色素から Acceptor 側の蛍光色素にエネルギー移動が起こる現象である。この











Fig. 2-1 Principle of iFRET type DNA detection method. 
Fig. 2-2 FRET phenomenon and spectral overlap. D: Donor, A: 





本研究では、FRET効率の観点から蛍光プローブとして FAM (ex/em = 494 nm/ 516 
nm)、インターカレーターとして EB (ex/em = 300, 520 nm/600 nm) を選択した。FAM
の蛍光波長領域に EB の吸収帯が存在することから、効率的にエネルギー移動が起こると考
えられる。蛍光プローブの DNA鎖にはヒトテロメア配列の相補鎖である 5’-CCC TAA CCC 
TAA-3’の 12-mer を選択し、FAM は 5’末端に修飾した。テロメア DNA 非存在下では、蛍
光プローブとインターカレーター間の距離は離れているため FAMは強く発光するが、テロ
メア DNA 存在下では、EB へのエネルギー移動によって FAM の蛍光は減衰し、代わりに
EB からのシグナルが得られると考えられる(Fig. 2-3)。ただし、FAMの蛍光強度は EB の












 2.1 実験操作 
 試薬は、和光純薬工業株式会社より購入した特級または一級試薬を使用した。各鎖長のテ
ロメア DNA 及び FAMラベル化蛍光プローブは、北海道システムサイエンス社より購入し
たものを使用した。TRAP assay に用いた試薬 (TRAPEZE® Telomerase Detection Kit 
S7700)は、Millipore社から購入したものを使用した。 
PCRには、ASTEC社製 GeneAtlas 325 (Thermal cycler) を使用した。CDスペクトル
は、日本分光社製 J-820 を用いて測定を行った。蛍光スペクトルの測定は、日本分光社製
FP-6500 を使用した。UV による DNA の濃度決定には島津製作所社製 UV-1800 を使用し
た。ポリアクリルアミドゲルの撮影には、富士フイルム社製 FLS-5100を使用した。 
 
2.1.1 UV測定による DNAおよび蛍光プローブの濃度決定 
テロメア DNA [5’-(TTA GGG TTA GGG)n-3’, n = 1-7] および蛍光プローブの濃度は、高
温時の吸光度および一本鎖のモル吸光係数 (260)から算出した (HT12: 1.2×105, HT24: 
2.4×105, HT36: 3.7×105, HT48: 4.9×105, HT60: 6.1×105, HT72: 7.3×105, HT84: 8.6×105, 
FAM probe: 1.1×105, FAM-CC probe: 1.1×105, NC48: 4.9×105, 単位は Lmol-1cm-1)。配
列は Table 2-1に示す。これら DNAの吸光度測定は、それぞれ波長 260 nm、90 ℃で行
った。 
 
Table 2-1 Probe and DNA sequences in this study. 
Name Sequence 
FAM probe 5’-FAM-CCC TAA CCC TAA-3’ 
FAM-CC probe 5’-FAM-CAC TCA CAC TCA-3’ 
HT12 5’-TTA GGG TTA GGG-3’ 
HT24 5’-(TTA GGG TTA GGG)2-3’ 
HT36 5’-(TTA GGG TTA GGG)3-3’ 
HT48 5’-(TTA GGG TTA GGG)4-3’ 
HT60 5’-(TTA GGG TTA GGG)5-3’ 
HT72 5’-(TTA GGG TTA GGG)6-3’ 
HT84 5’-(TTA GGG TTA GGG)7-3’ 
NC12 5’-TGA GTG TGA GTG-3’ 






2.1.2 非変性 PAGE 
 20％アクリルアミド溶液 (mono/bis = 19/1) に、APS (Ammonium persulfate)を加えて
撹拌後、TMEDA (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine) を加えてさらに撹拌した。そ
の後、この溶液を泳動プレートに流し込み 30分静置してポリアクリルアミドゲルを作製し
た。作製したゲルに、調製したサンプル 12 Lに Loading buffer 5 Lを加えて撹拌したも
のをアプライし、室温、電圧 100 Vで３時間泳動させた。泳動終了後、SYBR® Goldで 20
分間染色し、1×TBE bufferで 20分洗浄し、蛍光イメージングアナライザーで撮影した。 
 
2.1.3 CDスペクトル測定用サンプルの調製 
 テロメア DNA [5’-(TTA GGG TTA GGG)n-3’, n = 1-4) と FAMラベル化蛍光プローブ 
(5’-FAM-CCC TAA CCC TAA-3’) をそれぞれ緩衝溶液  (100 mM LiCl and 50 mM 





2.2.3 a) の場合、1 Mの蛍光プローブ 50 Lと 1 Mのテロメア DNA 1.0 L、100 mM 
LiCl and 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.4) 49 Lを混合し、ハイブリダイゼーションを行っ
た。すべてのサンプルは 90 ℃で５分保持した後、0.5 ℃ / minの降温速度で 4℃まで冷却
した。ハイブリダイゼーション後、試料溶液 20 µLを 100 mM LiCl and 50 mM Tris-HCl 
buffer (pH 8.4) 1.98 mLで希釈して、目的の濃度 (テロメア DNA: 0.10 nM, 蛍光プローブ: 
5.0 nM) に調製した。次いで、このサンプルの蛍光スペクトルの測定を行った。なお、測定
の際の励起波長は 494 nmで、温度は 4 ℃で測定を行った。また、セルホルダー内を N2ガ
スで置換することによってセル表面の曇りを防止した。蛍光スペクトル測定後は、0.1 mM 
EB水溶液 2 Lをセル内の溶液に加えて撹拌し、蛍光分光計のセルホルダー内で 10分間静
置した(4 ℃)。この試料について、再び蛍光スペクトルを測定した。 
2.2.3 b) の場合、1 Mの [1 M LiCl and 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.4) に溶解させた] 
蛍光プローブ 50 Lと 1 Mの HT48 (or NC48) をそれぞれ 1.0、3.0、7.0、10、15 Lを
混合し、全量が 100 Lとなるように緩衝溶液で希釈した。その後、2.2.3 a) の場合と同様
の方法でハイブリダイゼーション、希釈および蛍光スペクトルの測定を行った。蛍光スペク
トル測定後は、1 mM EtBr水溶液 2 Lをセル内の溶液に加えて撹拌し、蛍光分光計のセル




2.1.5 異なる鎖長のテロメア DNAを含有するサンプルの調製と測定条件 
 測定に使用したテロメア DNAは Table 2-2の組成比で調製し、平均鎖長を算出した。す
べての鎖長のテロメア DNAは 1 Mに調製したものであり、例えばサンプル Aでは、14.4- 
merの濃度で 1 Mに相当する。これらのテロメア DNA溶液を Aから Gの順に、0.5、1.5、
3.0、4.5、6.0、7.0、8.0 Lと、1 Mの [1 M LiCl and 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.4) に
溶解させた] 蛍光プローブ 50 Lを混合し、全量が 100 Lとなるように緩衝溶液で希釈し
た。その後、2.2.3 a) の場合と同様の方法でハイブリダイゼーション、希釈および蛍光スペ
クトルの測定を行った。蛍光スペクトル測定後は、1 mM EB水溶液 2 Lをセル内の溶液
に加えて撹拌し、蛍光分光計のセルホルダー内で 10 分間静置した(4 ℃)。この試料につい
て、再び蛍光スペクトルを測定した。 
 
Table 2-2 Mixing ratio of various length telomere strands.  
 HT12 HT24 HT36 HT48 HT60 HT72 HT84 Ave.※ 
A 80% 20%      14.4-mer 
B 50% 30% 20%     20.4-mer 
C 20% 30% 50%     27.6-mer 
D  40% 30% 20% 10%   36.0-mer 
E  20% 30% 20% 30%   43.2-mer 
F   20% 20% 30% 20% 10% 57.6-mer 
G   10% 10% 10% 10% 60% 72.0-mer 




ーション時や希釈時において 63 mM KCl and 1.5 mM MgCl2 and 20 mM Tris-HCl buffer
を用いた。1 M LiClを用いたサンプルは、1 M LiCl and 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.4) を、
蛍光プローブの溶解およびハイブリダイゼーション時に加えるバッファーとして用いてお
り、希釈時は 100 mM LiCl and 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.4) を用いた。サンプルの調
製と測定は、2.2.3 a) と同様の方法でハイブリダイゼーション、希釈および蛍光スペクトル
の測定を行った。蛍光スペクトル測定後は、1 mM EB水溶液 2 Lをセル内の溶液に加え




2.1.7 HeLa extracts (5×103 cells/L) の調製 
HeLa細胞からのテロメラーゼ抽出は、以下の方法で行った。 
① 1×106個の HeLa 細胞が入ったチューブにアイスバスで冷却しておいた CHAPS lysis 
buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 0.1 mM Benzamidine, 5 
mM β-mercaptoethanol, 0.5% CHAPS, 10% Glycerol) を 200 L 加えた。 
② この溶液をアイスバス上で 30分間インキュベートした。 
③ 遠心分離機を用いて、4 ℃、12000 rpmで 20分間遠心した。 
④ 溶液の上清 160 Lを新しいチューブに移した後、ピペットを用いて攪拌し、25 µL ず
つ分注した後－80 ℃で冷凍保存した。 
 
2.1.8 TRAP assayおよびテロメア伸長反応 
TRAP assayで使用した薬品類を、Table 2-3に示す。まず、表のAの部分のHeLa extracts
以外の試薬を 0.2 mL の PCRチューブに加えた後、HeLa extractsを加えた。ピペットを
用いて混合した後、37 ℃で 90 分間インキュベートすることによりテロメア伸長反応を行
った。その後、90 ℃で 10 分間熱処理することによりテロメラーゼ活性を失活させた。次
に、伸長反応溶液を 5 µL 分取し、表の Bの部分の試薬を加えた。PCR による増幅は 94℃ 
for 30 sec. → 59℃ for 30 sec. → 74℃ for 1 min.を 33サイクル繰り返すことにより行っ
た。最後に、Loading bufferと試料を混合した後、作製した 12.5 %ポリアクリルアミドゲ
ルに試料をアプライし、室温、電圧 150 Vで 1.5時間泳動させた。泳動後は、SYBR® Gold
で 30分間染色し、1×TBE bufferで洗浄し、蛍光イメージングアナライザーで撮影した。 
 
Table 2-3 TRAP assay reagents. 
Reagents Volume 
10 µM TS primer 5.0 µL 
10×TRAP reaction buffer* 2.5 µL 
50×dNTP mix 0.5 µL 
PCR grade water (RNase free) 13.0 µL 
HeLa extracts (in CHAPS) 4.0 µL 
Primer mix 0.5 µL 
Taq DNA polymerase (5 units/µL) 0.4 µL 
PCR grade water (RNase free) 9.1 µL 







 2.1.8で示した方法によりテロメア伸長反応を行ったサンプル 25 Lに、50 nMの蛍光プ
ローブを 2.0 Lと 1 M LiCl and 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.4)を 23.0 L加えて撹拌し
た後、ハイブリダイゼーションを行い (3 hrs、90℃→4℃、0.5℃/min.)、4℃でインキュベ
ートした。その後、150 Lの 100 mM LiCl and 50 mM Tris-HCl bufferを加えて撹拌し、
100 L ずつ分注した。一方には何も加えずそのまま蛍光スペクトルを測定し、他方には 1 
mM EB水溶液を 0.5 L加えて撹拌し、4℃で 30分間静置した後、蛍光スペクトルの測定
を行った。 
 HeLa細胞抽出物を用いたサンプルでは、細胞中の染色体 DNAに含まれる一本鎖のテロ
メア DNA 領域に蛍光プローブが二重鎖形成する可能性や、EB のインターカレーションに
よるシグナルへの影響が考えられるため、予め 90 ℃で 10 分間熱処理しておいた HeLa 
extractsを用意し、dNTP mix を加えず (代わりに PCR grade waterを 13.5 Lとした)、
伸長反応も行わないサンプルをバックグラウンド用として同様の方法で調製し、蛍光スペク























  2.2.1 CDスペクトルの測定 
DNA の構造を確認するため、4℃における CD スペクトル測定を行った。前述の方法で
調製したサンプルの CD測定の結果を Fig. 2-4に示す。その結果、各鎖長のテロメア DNA
が含まれるサンプルにおいて 240 nm付近に負のコットン効果、265 nm付近に正のコット
ン効果が確認された。過去の報告で、G-richおよび C-richな配列の DNAを Li+イオンを含
む弱アルカリ性の緩衝溶液で二重鎖を形成させた場合、240 nm付近に負のコットン効果お





Fig. 2-4 CD spectra of telomeric DNA and FAM probe at a double strand concentration of 
10 M in 100 mM LiCl and 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.4), 4°C. 
 
 
  2.2.2 PAGEによる DNAの構造解析 
 DNA の構造についてさらに確証を得るため、非変性 PAGE による検証を行った (Fig. 
2-5)。サンプルは、テロメア DNA [5’-(TTA GGG TTA GGG)n-3’, n = 1-7) が 0.1 M、蛍光
プローブが 5 Mになるように 100 mM LiCl and 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.4) で調製
し、ハイブリダイゼーションを行った。その後、20%ポリアクリルアミドゲル (mono/bis = 
19/1) を作製して電気泳動を行った。Lane a)-g) の下の位置に見えるバンドは過剰量の (テ
ロメア鎖と二重鎖を形成していない) 蛍光プローブである。Lane a) から Lane g) にかけて
鎖長が長くなっており、ゲル中を泳動した距離もテロメア DNAの長さに対応して短くなっ
ている。もし、G-quadruplex 構造を形成しているのであれば、よりコンパクトな構造をと
るため泳動距離は長くなると考えられる 8)。従って、100 mM LiCl and 50 mM Tris-HCl (pH 
FAM probe and HT48 
FAM probe and HT36 
FAM probe and HT24 
FAM probe and HT12 










Fig. 2-5 Gel electrophoretogram of telomeric DNA and FAM probe. Lane a) HT12, b) 
HT24, c) HT36, d) HT48, e) HT60, f) HT72, g) HT84. 
 
  2.2.3 蛍光測定 
 CD測定及び PAGEにより、テロメア DNAと蛍光プローブは二重鎖を形成していること
が分かった。そこで、蛍光分光計を用いて以下の３つの場合、a) TSプライマーに付加され
るテロメア鎖が長く伸長される、b) 多数の TS primerが伸長される、c) a) 及び b) が同時
に起こる、を想定した測定方法で本手法の定量性について検証を行った。 
 
2.2.3 a) テロメア鎖長の違いによる蛍光消光率の変化 
 第一ステップとして、異なる鎖長 [5’-(TTA GGG TTA GGG)n-3’, n = 1-7] のテロメア
DNAをそれぞれ 1 Mになるように調製し、すべてのサンプルに同量 (過剰量) の蛍光プロ
ーブと EBを加えて測定を行った (Fig. 2-6)。測定時の蛍光セル内における各濃度は、テロ
メア DNAが 0.10 nM、 蛍光プローブが 5.0 nM、EBは 0.10 M である。蛍光消光率 (FQ) 
は、以下の式 (eq. 2-1)を用いて算出した。 
 
FQ (%) = 100 [(1 – FIEB/FIfree) – (1–FIeb/FIfree)]  (eq. 2-1) 
 
FQ: Fluorescence quenching ratio 
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FIEB: Fluorescence intensity of EB-amended sample with telomeric DNA 
FIfree: Fluorescence intensity of EB-free sample with or without telomeric DNA 
FIeb: Fluorescence intensity of EB-amended sample without telomeric DNA 
※Fluorescence wavelength: 516 nm. 
 
Fig. 2-6 (a) Fluorescence spectra of the FAM probe with HT12 (left) and HT84 (right) 
with or without EB. (b) Relationship between the FQ value (ex/em = 494 nm/516 nm) 
and telomere length measured at 4 °C. Each sample contains 5 nM FAM probe, 0.1 nM 
telomere strand, and 0.1 M EB. Error bars represent SD from n = 4 experiments. 
 
Fig. 2-6 (a) より、HT12よりも HT84の方が EBの添加による蛍光消光の効果が大きか
った。これはテロメア DNAの濃度が等しい場合、テロメア鎖長の増加に伴いハイブリダイ
ズしている FAM プローブ数が増加し、FAM から EB への FRET によって蛍光消光される
プローブ数が増加することに起因している。Fig. 2-6 (b) に示す通り、テロメア鎖長に依存
して直線的に蛍光消光率が増大していることから、本法によりテロメア鎖長の定量が可能で
ある。Fig. 2-6 (b) のプロットから得られた近似曲線が原点を通過しない理由としては、
HT12の場合、FAMの周囲に DNA鎖が無いために FAMと EB間の距離が他のハイブリダ
イズしているプローブ (鎖長が長い場合) よりも離れており、エネルギー移動効率 (蛍光消
光の効率) が低下していることが考えられる。故に、鎖長が長い場合であってもテロメア鎖






Fig. 2-7. Schematic illustration of FRET efficiency from FAM to EB. 
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2.2.3 (b) テロメア DNA 濃度の違いによる蛍光消光率の変化 
 次のステップとして、48-merのテロメア DNA [(TTAGGG)8] を異なる濃度に調製し、濃
度 (テロメア DNA の物質量) の増加に伴い FAM の蛍光消光率が変化するかを検証した。
測定時のセル内の蛍光プローブ濃度は 5.0 nM、EBは 1.0 Mとし、テロメア DNAの濃度
は 0.10~1.5 nMとした。蛍光消光率は eq. 2-1により算出し、その結果を Fig. 2-8に示す。
テロメア DNAの濃度増加に伴い蛍光消光率の値が直線的に増大したことから、本手法によ
りテロメア DNA濃度も定量することが可能である。また、非相補的な配列である NC48を
用いた場合は DNA濃度を増加させても蛍光の消光は観測されなかった (FQ ≒ 0)。NC48
の場合、FAMプローブは二重鎖形成しないため FAMからEBへのFRETが誘起されない。
従って、ターゲット配列のみを選択的に検出することが可能である (Fig. 2-8 (a))。ネガテ
ィブコントロール (NC) 配列の相補鎖 DNA の 5’末端を FAM でラベル化したプローブ 
(FAM-CC probe) を用いた場合では、HT48のサンプルは蛍光消光が観測されないのに対し、
NC48は濃度依存的に蛍光消光率が増大した (Fig. 2-8 (b))。 
 
 
Fig. 2-8 Relationship between the FQ value (ex/em = 494 nm/516 nm) and the 
concentration of (a) HT48 (blue) or NC48 (red) with FAM probe, 4℃. (b) NC48 (light 
blue) or HT48 (pink) with FAM-CC probe, 4℃. Each sample contains 5 nM probe and 1 
M EB.  
 






2.2.3 (c) テロメア混合物およびそれぞれの濃度における蛍光消光率の変化 
 2.2.3 a) 及び b) の結果から、テロメア DNAの鎖長および同一鎖長の場合では濃度に応
じて蛍光消光率が変化するということが分かった。しかしながら、実際の測定では、伸長さ
れるテロメア DNAの長さは不均一であり、かつテロメア DNAが付加される TS primerの
物質量も不明である。つまり、さまざまな長さのテロメア DNAを含み、かつ濃度も異なる、
という条件で測定を行う必要がある。そこで、Table 2-2で示すような組成で７種類のサン
プルを調製し、それぞれのテロメア DNA のユニット濃度 (TTAGGGTTAGGG の 12 塩基
を１ユニットとする) を変化させて測定を行った。評価の際、X 軸は、含まれるテロメア
DNA の平均鎖長 (TL Ave.) とセル中に含まれるテロメア DNA 混合溶液の体積 (Volume) 
から算出されたテロメアユニット濃度 (Telomere units)、つまり測定溶液中にどの程度のテ
ロメア DNAが含まれているかという指標である。この値が大きいものほど、測定溶液中に
含まれているテロメア DNAのユニット数が多い。結果を Table 2-4 及び Fig. 2-9に示す。 
 
Table 2-4 Composition of telomeric DNA in sample solution 
Sample TL Ave. (mer)*1 Volume(μL)*2 Telomere units (nM)*3 FQ (%) 
A 14.4 0.1 0.0600 1.75 
B 20.4 0.3 0.255 3.47 
C 27.6 0.6 0.690 7.64 
D 36.0 0.9 1.35 18.0 
E 43.2 1.2 2.16 26.8 
F 57.6 1.4 3.36 49.8 
G 72.0 1.6 4.80 63.6 
*1: average length of the mixture of telomeres 
*2: each sample was diluted by the buffer in fluorescence cuvette, and total volume was 
2.0 mL. 








Fig. 2-9 Relationship between the FQ value (ex/em = 494 nm/516 nm) and the 
concentration of telomere units at 4 °C. The telomere unit represents the converted 
concentration (nM) of the mixture of various length telomeres into 12-mers (TTAGGG)2. 
Each sample contains 5 nM FAM probe and 1 M EB. Error bars represent SD from n = 
3 experiments. 
 
 Fig. 2-9 で示すように鎖長の異なるテロメア混合物をさまざまな濃度で混合して調製し





 がん細胞であるHeLa 細胞は、TRAP assay における positive control としても利用され
ている 8)。FRET を利用した PCR フリーかつ簡便なテロメラーゼ活性測定法の実用性を検
証するため、HeLa細胞のテロメラーゼ活性を検出することを試みた。 
 
   2.2.4.1 K＋およびMg2+イオンによる蛍光消光率への影響 
 テロメラーゼによるテロメアDNAの伸長反応を行う際、反応用緩衝溶液には 63 mM KCl
と 1.5 mM MgCl2 が含まれており、これらが含まれていることでテロメア DNA は
G-quadruplex構造を形成しやすくなる 7), 9)。G-quadruplex構造の形成による蛍光消光率の
低下を防ぐために、ハイブリダイゼーション時に高塩濃度の 1 M LiCl and 50 mM Tris-HCl 
buffer (pH 8.4) を用いた。Fig. 2-10 に 63 mM KCl and 1.5 mM MgCl2 and 20 mM 
Tris-HCl bufferのみの場合と 1 M LiClを含む緩衝溶液を用いた場合の蛍光消光率を示す。
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K＋およびMg2+を含む緩衝溶液のみ (図中赤色丸印) では、蛍光消光率が Fig. 2-6よりも低
下しているが、これはテロメア DNAが G-quadruplexを形成し、ハイブリダイズした蛍光
プローブ数が減少したことに起因していると考えられる。一方、1 M LiCl を含む緩衝溶液
を用いた場合、Fig. 2-6（図中青色丸印）と同程度の蛍光消光率が得られ、K+や Mg2+イオ






Fig. 2-10 Fluorescence quenching ratio in K+ and Mg2+ and 1 M LiCl buffer (green), K+ 
and Mg2+ buffer (red) and 100 mM LiCl buffer (blue), 4℃, ex/em = 494 nm/516 nm. 
 
 
2.2.4.2 TRAP assay による HeLa細胞中のテロメラーゼ活性の確認 
 実験で使用する HeLa 細胞中のテロメラーゼ活性に関して、活性の有無を TRAP assay
により確認した。試料調製などの操作方法は、2.1.8に記載した方法で行った。 
 Fig. 2-11に PAGEの結果を示す。Lane a) はラダー (10-100 bp) で、Lane b) は HeLa 


















2.2.4.3 HeLa extractsを用いた新規測定法によるテロメラーゼ活性測定 
 FRETを利用した簡便なテロメラーゼ活性測定法が、実際のテロメラーゼ活性試験へ応用
可能であるかを検討するため、がん細胞である HeLa細胞から粗抽出したテロメラーゼを用
いて実験を行った。試料の調製および測定方法は、2.1.8 及び 2.1.9 に示した。伸長反応に
おける HeLa extractsの濃度は、200、400、600、800 cells/Lになるように調製した。そ
れぞれの蛍光消光率を図示したものが Fig. 2-12である。この際の蛍光消光率 (FQHeLa) は、
eq.2-1 で示した式を基に、以下の式で算出した (eq. 2-2)。不活性なテロメラーゼサンプル




FQHeLa (%) = FQNHT － FQHT (eq. 2-2) 
 
FQNHT: Fluorescence quenching ratio of non-heat-treated (telomerase active) sample  







Fig. 2-12 (a) Relationships between FQNHT (blue) and the FQHT (red) and cell count. 200- 
800 cells per L measured at 4 °C (ex/em = 490 nm/516 nm). Each sample contained 
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第 3 章 AIE 色素ラベル化 DNAプローブを用いたテロメア DNA検出法の開発 
第 2 章では、蛍光プローブとインターカレーターを用いたテロメア DNA の定量法につ
いて述べたが、この方法には改善すべき点として以下の４つが挙げられる。 
i) 蛍光色素が 2種類必要である。 
ii) 染色体 DNAにも EBが結合する。→シグナル応答に影響 
iii) EBの発がん性が懸念される (大半のインターカレーターに当てはまる)1)。 
iv) “Signal-OFF” 型の検出システムである。 
従って、インターカレーターを使用せずに 1 種類の蛍光色素のみでテロメア DNA を検出
できることが望ましい。しかしながら、汎用されている蛍光色素では二重鎖 DNA 形成と








目されているのが AIE色素であり、申請者も AIE色素の機能 (性質) に着目した。AIE 色
素は第 1 章で述べたように、“結合”や“凝集”に伴う RIR によって蛍光強度が増大する
性質がある。そこで、テロメア DNAの相補鎖に AIE色素を導入したプローブを用いれば、
テロメア DNA と二重鎖を形成した際にシグナル応答が得られるのではないかと考えた。
DNAは、Fig. 3-3で示すホスホロアミダイト (phosphoramidite) 法 5)により固相上で合成
可能で、蛍光色素のホスホロアミダイトモノマーを合成できれば DNA の 5’末端に蛍光色
素を導入したプローブが容易に合成できる 6)。あるいは、末端にアミノ基 (-NH2)8) やアル
キニル基 (-C≡CH)9)、チオール基 (-SH)10) などを修飾することによりそれぞれカルボキ
シル基 (-COOH)、アジド基 (-N3)、マレイミド基を有する蛍光色素を DNAに導入できる。
本研究では、カルボキシル基を有する AIE色素を利用するため、6-アミノ-1-ヘキサノール
の ア ミ ノ 基 を Fmoc (9-fluorenylmethyloxycarbonyl) 基 で 保 護 し た リ ン カ ー 
(Fmoc-Acp-ol) をホスホロアミダイト化し、DNAに導入した後に Fmoc基を脱保護して 5’
末端をアミノ化した DNAの合成を行った。その後、カルボキシル基を有する AIE色素と
アミノ化 DNA とのカップリングにより AIE 色素ラベル化 DNA を合成した。ラベル化に
















TICT とは、電子供与性基 (Donor となる部位) と電子求引性基 (Acceptor となる部位) 
を有する蛍光色素において観測される現象である。代表的な化合物としては 4-ジメチルア
ミノベンゾニトリルがあり、この色素は非極性溶媒中では局所励起 (LE: Locally Excited) 
状態から基底状態に戻る際に蛍光を示すが、極性溶媒中では励起状態において Donor と
Acceptor部位にねじれが生じ (TICT state)、この分子内回転運動を伴う状態変化により蛍











Fig. 3-4 ICT models of DMABN12) (left) and Schematic representation of the ICT 
Pathways of DMABN in Acetonitrile11) (right). DMABN: 4-Dimethylaminobenzonitrile, 
PICT: Photoinduced-Intramolecular Charge Transfer, TICT: Twisted-Intramolecular 
Charge Transfer.  
 




などにより分子内回転運動 (TICT) が抑制されると AIE 色素と同様に蛍光強度が増大す
ることが Tangらによって報告されている 13)。TPEやシロールのように溶媒を問わず蛍光
消光が起こる誘導体は少なく、長波長蛍光の蛍光色素を使用したい場合に以下の問題点が
生じる。i) 分子サイズが大きくなる (疎水性が高くなる)、ii) 蛍光団部位の構造的平面性
が高くなる (AIE 特性が失われる可能性がある)。一方、TICT 型蛍光色素は分子サイズが
小さい場合でも長波長蛍光を示すものもあり、TICT型 AIE色素を用いて、DNAの検出が
可能であるならば、プローブにラベル化する色素の蛍光波長の選択幅を広げることができ
る。また、テロメアDNAの検出だけではなく、SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)14) 
や triplet repeats DNA15)の検出などにも応用できると考えられる。TICT型 AIE色素の合






和光純薬工業株式会社製の Chloroform-d を使用した。薄層クロマトグラフィー (TLC) に
はMerck社製 Silicagel 60 F254 neutral を使用した。カラムクロマトグラフィーには和光
純薬工業株式会社製Wakogel C-200を使用した。HPLC用溶離液には、和光純薬工業株式
会社より購入したHPLC gradeのメタノールを使用した。DNA合成用試薬及び溶媒はGlen 
Research 社より購入したものを使用した。各鎖長のテロメア DNA 及びネガティブコント
ロール DNAは、北海道システムサイエンス社より購入したものを使用した。 
HPLCによる精製は、Waters社製 Alliance HPLC e2695 Separation Moduleを、検出
には 2489 UV/Visible Detectorを用いた。1H-NMR及び 13C-NMRスペクトルは、日本電
子社製 JNM-ECA500型核磁気共鳴装置 (共鳴周波数: 1H, 500 MHz) を用いて測定を行っ
た。ケミカルシフトは、Tetramethylsilane (δ= 0 ppm) を内部標準とした。ESI-MSの測
定は、Waters社製micromass ZQ 2000 を使用した。MALDI-TOF-MSの測定は、Bruker 
Daltonics 社製 Autoflex III smartbeam を使用した。DNA のアニーリングには、ASTEC
社製 GeneAtlas 325 (Thermal cycler) を使用した。蛍光スペクトルの測定には、日本分光











4-(N,N-ジフェニルアミノ)ベンズアルデヒド (277 mg, 1.01 mmol) とマロン酸 (530 







77.6% (248 mg, 0.787 mmol) 
 
＜ESI-MS＞ 
m/z calcd for C21H17NO2; 315.13, found 316.20 (M+H+). 
 
＜NMR＞ 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz):  (ppm) 7.72 (d, J = 16 Hz, 1H), 7.39 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 
7.30 (t, J = 8.0 Hz, 4H), 7.13 (d, J = 7.0 Hz, 4H), 7.12 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 7.01 (d, J = 8.5 
Hz), 6.29 (d, J = 16 Hz, 1H). 
 
13C-NMR (CDCl3, 500 MHz):  (ppm) 172.57, 150.27, 146.78, 146.65, 129.58, 129.51, 














Fmoc-Acp-ol (102 mg, 0.300 mmol) を DCM (4 mL)/ACN (1 mL) に懸濁させた後、
DIPEA (137 L, 0.800 mmol) を加えて室温で 5分間攪拌した。次いで、2-シアノエチル
-N,N-ジイソプロピルクロロホスホロアミダイト (134 L, 0.600 mmol) を加えてさらに
10分間攪拌した。反応終了後、溶液を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィ




3.1.3 DNAの固相合成及び AIE 色素のラベル化 
本研究に用いたヌクレオチド（5’-CCC TAA-3’）及び (5’-CCC TAA CCC TAA-3’) は、
ホスホロアミダイト法により固相合成した。まず、3’末端のヒドロキシル基（OH 基）を
CPG（Controlled Pore Glass）担体に固定した塩基部位がアデニンのヌクレオチドを出発
物質とし、5’末端にある DMTr 保護基を 3％トリクロロ酢酸/ジクロロメタン溶液で脱保護
した後、リン酸基β-シアノエチル基を有するホスホロアミダイト体及びテトラゾールを用
いて、固相上のヌクレオチドの 5’末端の OH 基とのカップリングを行った。反応時間は通
常の核酸塩基のアミダイト体の場合、カップリング時間を 300秒、リンカー (Fmoc-Acp-ol) 






 合成したリンカー修飾 DNAへの AIE色素のラベル化は以下の手順で行った。1) 2%ジ
イソプロピルアミン/アセトニトリル溶液 3 mL を DNA合成用カラムに 2回流し、-シア
ノエチル基の脱保護を行った。2) 20%ピペリジン/DMF溶液 2 mL を DNA合成用カラム
に加えて 15分間処理することで Fmoc基の脱保護を行った。3) N2ガスを噴きつけて乾燥
42 
 
させた後、AIE色素 (15 mg) を 0.15 M HATU, 0.15 M HOBt, 0.3 M DIPEA を含む NMP 
(0.5 mL)に溶解させ、溶液を DNA 合成用カラムに加えて 1 時間カップリングを行った。
カップリング終了後、アセトニトリルを用いて洗浄し、再び N2ガスを噴きつけて乾燥させ
た。得られた AIE-DNA コンジュゲートは、25％アンモニア水 2.5 ml を 0.5 ml/10 min.
の間隔で加えて CPG担体から切り出した。その後、核酸塩基部位のベンゾイル保護基を脱
保護するため 25％アンモニア水中、55℃で 12 時間加熱処理を行い、凍結乾燥した。反応




Fig. 3-5 Reaction scheme of TPA-DNA probes. Oligonucleotides (6- and 12-mer) were 
synthesized on solid support (CPG) with DNA synthesizer.  
 
3.1.4 AIE-DNA probeの HPLC精製 
上記の方法で得られた AIE-DNAは Sep-pak plus C18 cartridge column (Waters社製) 
で簡易精製を行った後、HPLCにより精製を行った。カラムは GL Sciences社製 Inertsil® 
ODS-3 (5 m, 10×250 mm) columnを使用し、温度は 40℃に設定した。溶離液として 0.01 
M TEAA/MilliQ waterと 0.01 M TEAA/MeOHを使用した。溶離液は以下の組成比 (Table 





Table 3-1 Composition of eluents for purification of AIE-DNA probe. 
Time/Solvent 0.01 M TEAA/MilliQ 0.01 M TEAA/MeOH 
0 min. 100 0 
25 min. 0 100 
40 min. 0 100 
*TEAA: Triethylamine/acetate buffer 
Flow rate: 2 mL/min. 
Retention time: 28.0-29.0 min (TPA-DNA6), 25.0-26.0 min (TPA-DNA12). 
 
MALDI-TOF MS 
i) TPA-DNA 6-mer: (m/z) calcd for C84H103N23O37P6; 2211.53, found 2213.55 (M+H+). 
ii) TPA-DNA 12-mer: (m/z) calcd for C141H176N44O72P12; 4008.83, found 4014.08 
(M+H+).   
*Matrix: ANA (Anthranilic acid), Positive mode で測定 
*DNA 6-mer: 5’-CCC TAA-3’, DNA 12-mer: 5’-CCC TAA CCC TAA-3’. 
 
UVスペクトル (TPA-DNA6 and TPA-DNA12) 
TPA-DNA6 及び TPA-DNA12 を MilliQ に溶解させた後、UV スペクトルを測定し、ト
リフェニルアミン誘導体が DNAに結合しているかを確認した (Fig. 3-6)。 
 
 
Fig. 3-6 Normalized UV spectra of TPA-DNA6 (left) and TPA-DNA12 (right) in MilliQ 




  3.1.5 AIE-DNA蛍光測定用サンプルの調製 
AIE-DNAプローブはMilliQに溶解させた後、UVスペクトルを測定し、TPA-DNA6及
び TPA-DNA12は 370 nm (370: 3.0×104 Lmol-1cm-1) の吸光度から濃度を算出した。測定
に用いたテロメアDNAも同様に 260 nmの吸光度から濃度決定を行った (HT12: 1.2×105, 
HT24: 2.4×105, HT36: 3.7×105, HT48: 4.9×105, HT60: 6.1×105, HT72: 7.3×105, HT84: 
8.6×105, HT-NC36: 3.7×105, NC48: 4.9×105, NCC12: 1.1×105, NCC48: 4.4×105, 単位
は Lmol-1cm-1) 配列は Table 3-2に示す。 
 各測定サンプルは、DNAを緩衝溶液 (5×Tris-HCl buffer: 250 mM LiCl and 100mM 
LiCl buffer, pH 7.5) で希釈して任意の濃度に調製した後、AIE-DNAプローブ溶液を加え
た (測定濃度; 緩衝溶液: 50 mM LiCl and 20 mM Tris-HCl, AIE-DNA: 3 M)。次に、90℃
で 2分間加熱した後、4℃まで冷却し、2時間アニーリングを行った。室温に戻した後、測
定溶液 200 Lを蛍光セルに加えて蛍光スペクトルを測定した。 
  
Table 3-2 Probe and DNA sequences in this study. 
Name Sequence 
TPA-DNA6 5’-TPA-linker-CCC TAA-3’ 
TPA-DNA12 5’-TPA-linker-CCC TAA CCC TAA-3’ 
HT12 5’-TTA GGG TTA GGG-3’ 
HT24 5’-(TTA GGG TTA GGG)2-3’ 
HT36 5’-(TTA GGG TTA GGG)3-3’ 
HT48 5’-(TTA GGG TTA GGG)4-3’ 
HT60 5’-(TTA GGG TTA GGG)5-3’ 
HT72 5’-(TTA GGG TTA GGG)6-3’ 
HT84 5’-(TTA GGG TTA GGG)7-3’ 
HT-NC36 5’-TGA GTG TGA GTG TTA GGG TTA GGG TGA GTG TGA GTG-3’ 
NC48 5’-(TGA GTG TGA GTG)4-3’ 
NCC12 5’-CAC TCA CAC TCA-3’ 









測定したサンプルの蛍光増大率は以下の式から算出した (eq. 3-1)。 
 
Fluorescence increase ratio = FIS/FI0 (eq. 3-1) 
 
*FIS: Fluorescence intensity at 505 nm of sample solution 




  3.2.1 TPA-DNAプローブの TICTによる蛍光消光 
トリフェニルアミン誘導体である TPA-COOH は TICT により、極性溶媒中では蛍光波
長の長波長化及び分子内回転運動による蛍光消光が観測される色素である。この色素でラ







Fig. 3-7 Fluorescence image of 10 M TPA-DNA12 in each solvent (THF, Acetone, 
MeOH and H2O). THF, Acetone and MeOH solutions containing 10% H2O (left) and 






3.2.2反復配列 DNAを用いた TPA-DNAプローブの蛍光増大メカニズムの解明 
合成した TPA-DNA プローブの蛍光プローブとしての有用性を検証するために、鎖長の
異なるテロメア反復配列DNAを用いて蛍光測定を行った。プローブ濃度を3 Mに固定し、
テロメア DNA濃度はユニット濃度 (TTA GGG TTA GGGの 12残基を 1ユニットとする) 
を 1 Mに統一するためそれぞれ以下の濃度に調製した (Table 3-3)。 
 
Table 3-3 Concentration of each telomeric DNA sample. 
Sequence HT12 HT24 HT36 HT48 HT60 HT72 HT84 
Conc.  1 M 0.5 M 0.33 M 0.25 M 0.20 M 0.167 M 0.143 M 
 
蛍光測定の結果を Fig. 3-8 及び Fig. 3-9 に示す。TPA-DNA6 ではすべてのテロメア鎖
長において蛍光強度が増大したが、TPA-DNA12 では HT12 のサンプルのみで蛍光強度の
増大が見られなかった。また、TPA-DNA6の場合でも HT12の蛍光増大率が他の鎖長のサ
ンプルと比較して低くなるという結果が得られた。TPA-DNA12 と HT12 のときのみ、プ
ローブとターゲットの結合比が１：１であること (※TPA-DNA6 : HT12 = 2 : 1 であるが
Tm 値が低いために HT12１分子に対して必ずしも 2 分子のプローブが結合しているわけ
ではない)、従って、３’末端に結合している AIEプローブはそれ以外の AIEプローブと環
境が異なることが示唆される。Fig. 3-10で示すように、テロメア DNAの 3’末端がフリー
の場合はプローブの蛍光増大は生じず [Fig. 3-10 (B)]、3’側にテロメア鎖が存在する場合は
DNA 鎖の立体的な障害によってプローブの AIE 色素部位の分子内回転が抑制されて蛍光
強度が増大することにより蛍光が ONの状態になる [Fig. 3-10 (C)]。HT24や HT36の場
合の蛍光増大率は他の鎖長のサンプルと比較して低くなっており、これは DNA のモル数
(すなわち一本の DNA 鎖におけるテロメアユニットの数) が大きいほど二重鎖形成しても





















Fig. 3-8 Fluorescence spectra of TPA-DNA6 in the presence of various telomeric DNAs 
(HT12-HT84) (left) and the increase in the fluorescence ratios (right). [TPA-DNA6] = 3 
M, [HT12] = 1 M, [HT24] = 0.5 M, [HT36] = 0.33 M, [HT48] = 0.25 M, [HT60] = 
0.20 M, [HT72] = 0.167 M, [HT84] = 0.143 M in 50 mM LiCl and 20 mM Tris-HCl 















Fig. 3-9 Fluorescence spectra of TPA-DNA12 in the presence of various telomeric DNAs 
(HT12-HT84) (left) and the increase in the fluorescence ratios (right). [TPA-DNA12] = 3 
M, [HT12] = 1 M, [HT24] = 0.5 M, [HT36] = 0.33 M, [HT48] = 0.25 M, [HT60] = 
0.20 M, [HT72] = 0.167 M, [HT84] = 0.143 M in 50 mM LiCl and 20 mM Tris-HCl 

















Fig. 3-10 Schematic illustration of the fluorescence enhancement mechanism by 
restriction of intramolecular rotations. (A) TPA-DNA12, (B) TPA-DNA12 and HT12, (C) 




3.2.3 蛍光増大に対する DNA の立体障害の影響 
AIE 色素周辺に DNA 鎖が存在するか否かによって蛍光強度が変化するかどうかを検証
するために、TPA-DNA12 プローブを用いて、ターゲットとしてテロメア DNA の両端に




ことを 4 回繰り返し配列である NC48 [5’-(TGA GTG TGA GTG)4-3’] を用いて確認した 
(Fig. 3-11)。次に、HT12、HT-NC36 (非相補的配列部分は ssDNAの状態)、及び HT-NC36
と NCC12 (非相補的配列部分は NCC12 との dsDNA の状態) を用いて、同様にプローブ
濃度が一定の条件下でターゲット DNA 濃度を変化させながら蛍光測定を行った結果を
Fig (3-12) に示す。HT12 の場合では、DNA濃度を増加させても蛍光強度は増大しなかっ
た。従って、12-merと 12-merで二重鎖を形成した場合では AIE色素部位の分子内回転を
抑制するファクターがないために蛍光強度は増大しないことが確認できた。一方で、






見られ、ssDNA では約 3.4 倍程度、dsDNA では約 5.4 倍の蛍光増大率であった。このこ
とは、ssDNAがフレキシブルかつ dsDNAよりも立体障害が小さいために、AIE色素部位
の分子内回転抑制の程度が弱いことに起因していると考えられる。 
これらの結果から、TPA-DNA プローブは反復配列の DNA をターゲットとした場合に
は少なくとも 2 回繰り返し以上の反復配列 DNA を選択的に検出可能であり、さらにター




Fig. 3-11 Fluorescence spectra of 3 M of TPA-DNA12 with each concentration (0.03-2.0 




Fig. 3-12 Fluorescence increase ratio of 3 M of TPA-DNA12 and 0.12–8 M of HT12, 
HT-NC36, and HT-NC36/NCC12 in 50 mM LiCl and 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5), 
r.t., ex = 360 nm (left). Strength of the RIR effect of the AIE dye in HT12, HT-NC36 
(ssDNA), and HT-NC36/NCC12 (dsDNA) (right). Error bars indicate the standard error 
of the mean for n = 3. 
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  3.2.4 蛍光融解曲線解析による蛍光の温度依存性 
 TPA-DNAプローブの蛍光強度の温度依存性を調べるために、15-60℃の温度範囲で各温
度における蛍光強度を測定した。温度勾配は 1℃/min.に設定し、15℃から 1℃間隔で測定
を行った。また、TPA-DNA12と HT48の濃度比は 4 : 1 になるように調製した。 











Fig. 3-13 Fluorescent intensity of TPA-DNA12 (3 M) without (red) or with (blue) HT48 
(0.75 M) in 50 mM LiCl and 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5), and fluorescent melting 
curve (pink) where right vertical axis shows the fluorescence increasing ratio: FI 










ーブがテロメア DNAのような反復配列 DNAに複数結合した場合、二重鎖 DNAの親水性
が低下する可能性が考えられ、これが原因で二重鎖同士が互いに疎水性相互作用で会合す
る場合、蛍光強度に大きな影響を与えることが予想される。そこで、プローブとテロメア
DNA の比 (HT48/Probe = 1.33) を固定したまま DNA 全体の濃度を増減させ、蛍光増大
率の濃度依存性を調べた。プローブ濃度が 0.3 M の場合にわずかな蛍光増大率の低下が











*HT48/Probe ratio = 4 (Binding sites) ×HT48 conc./TPA-DNA12 conc.  
 
Fig. 3-14 Concentration dependency of fluorescence enhancement. HT48/Probe ratio of 







TPA-DNA12 HT48 HT48/Probe ratio 
0.3 M 0.1 M 1.33 
1 M 0.33 M 1.33 
3 M 1 M 1.33 
10 M 3.3 M 1.33 
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3.2.6 他の二重鎖 DNA 存在下におけるテロメア DNAの定量 
 一般的に、DNAを定量する測定法にはターゲット配列に対する高い選択性や他の二重鎖




際に確認するため、ネガティブコントロール DNA である 5’-(TGA GTG TGA GTG)4-3’ 
(NC48) とその相補鎖 5’-(CAC TCA CAC TCA)4-3’ (NCC48) からなる二重鎖 DNAをター
ゲット DNAよりも高濃度(10 M)になるよう添加し、二重鎖 DNAを添加していない場合
の蛍光増大率の比較を行った (Fig. 3-15)。ターゲット DNAには蛍光強度の増大が観測さ







Fig. 3-15 Fluorescence increase ratio of 3 M TPA-DNA12 and 0.03-2.0 M HT48 
without (blue) or with 10 M dsDNA (red) in 50 mM LiCl and 20 mM Tris-HCl buffer 
(pH 7.5), r.t., ex = 360 nm. dsDNA: NC48/NCC48. Error bars indicate the standard 













かとなった。従って、ターゲット DNA の 3’末端側にダングリングエンドとなる DNA 鎖が
存在しない場合は、選択的に反復配列 DNA (２個以上のプローブが連続してターゲット
DNAに結合する場合) が検出可能である。また、ターゲット DNAの 3’末端側にプローブと
は二重鎖を形成しない ssDNA がダングリングエンドとして、あるいは dsDNA が存在する
場合は、通常の蛍光プローブと同様にターゲットとの結合によってシグナル応答が得られる。
言い換えれば、SNPs のように長鎖 DNA の中間の位置に点在する場合であっても、SNPs
に対応する相補鎖部分がこの AIE-DNAプローブに置換されるならば、シグナル応答が得ら
れると考えられる。ゆえに、AIE-DNAプローブはテロメア DNAや triplet repeats DNA15)
などの反復配列DNAの検出やSNPsの解析などへの応用が期待できる。SNPsの検出では、
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第 4 章 AIE 色素ラベル化 PNAプローブを用いたテロメア DNA検出法の開発 
 前章では、AIE 色素ラベル化 DNA プローブの物性及び DNA 検出におけるプローブの
有用性について述べた。AIE プローブを用いた生体分子の検出法は、ターゲットとの結合
によってシグナル応答が得られる優れた手法であり、テロメア DNA のみならず SNPs や
triplet repeats DNAの検出への応用も期待できる。しかしながら、ターゲット DNAに対
してプローブ以外に本来の相補鎖 DNA が存在する条件下でこれらを検出するにはターゲ
ットDNAに対してより親和性 (結合能) の高いプローブが必要である。そこで、DNA/DNA





している (Fig. 4-1)1)。DNA はリ
ン酸部位に負電荷を帯びているが、




融解温度 (Tm: Melting Temperature) は一般に DNA/DNA二重鎖よりも上昇することが
知られている 2)。また、1塩基の違いによる Tm値の変化量が大きく、DNAをプローブと
して用いた場合よりもターゲットに対する識別能が高い 3)。 
 PNAは、2-アミノエチル基のアミノ基部位が Fmoc (9-fluorenylmethyloxycarbonyl) 基
で、Tを除く塩基のアミノ基部位が Bhoc (benzhydryloxycarbonyl) 基により保護されたモ
ノマーを用い、Fmoc固相合成法により容易に合成できる(Fig. 4-2, 4-3)4)。 
 
Fig. 4-2 Structures of Fmoc and Bhoc protected PNA monomers. Red and blue lines 
represent Bhoc group and Fmoc group, respectively.  




Fig. 4-3 Solid-phase PNA synthetic cycle and deprotection mechanism of Fmoc group 
with piperidine. 
 
 本研究では、Fmoc 固相合成法により PNA を合成し、N 末端 (DNA の 5’末端に相当す
る) を AIE 色素でラベル化した AIE-PNA プローブによるテロメア DNA の検出を試み、
AIE-PNAプローブの物性評価及びプローブとしての有用性を検証した。 
導入する AIE 色素として、シアノ基導入型 TPE を採用した。１つのシアノ基の導入に
より蛍光波長が 50-60 nm 程度レッドシフトすることが知られている 5)。生体分子の検出
には長波長光を利用することが望ましく、in vivoで利用する際に考慮すべきシアノ基の毒
性は、in vitroでは考慮する必要がないためシアノ基の導入による長波長化は有意である。
しかしながら DNA 合成の際、脱樹脂及び脱保護は 25%アンモニア水溶液中で行われるた
め DNAに蛍光波長の長波長化に有意なシアノ基 (-CN) を導入しようとすると、シアノ基
が分解する恐れがある。一方で、PNAにおいては同様の操作は酸性条件下にて行うためシ
アノ基の導入において問題は生じない。シアノ基導入型AIE色素の合成及びラベル化 PNA













和光純薬工業株式会社製の Chloroform-d を使用した。薄層クロマトグラフィー (TLC) に
はMerck社製 Silicagel 60 F254 neutral を使用した。カラムクロマトグラフィーには和光
純薬工業株式会社製Wakogel C-200を使用した。HPLC用溶離液には、和光純薬工業株式
会社より購入したHPLC gradeのアセトニトリル (ACN: Acetonitrile) を使用した。PNA
モノマー (A, C, T) は Link Technologies社より購入したものを使用した。各鎖長のテロメ
ア DNA及びネガティブコントロール DNAは、北海道システムサイエンス社より購入した
ものを使用した。 
HPLCによる精製は、Waters社製 Alliance HPLC e2695 Separation Moduleを、検出
には 2489 UV/Visible Detectorを用いた。1H-NMR及び 13C-NMRスペクトルは、日本電
子社製 JNM-ECA500型核磁気共鳴装置 (共鳴周波数: 1H, 500 MHz) を用いて測定を行っ
た。ケミカルシフトは、Tetramethylsilane (δ= 0 ppm) を内部標準とした。ESI-MSの測
定は、Waters社製micromass ZQ 2000 を使用した。MALDI-TOF-MSの測定は、Bruker 
Daltonics 社製 Autoflex III smartbeam を使用した。DNA のアニーリングには、ASTEC
社製 GeneAtlas 325 (Thermal cycler) を使用した。蛍光スペクトルの測定には、島津製作
所社製 RF-5300PC を使用した。UV による DNA 及び PNA プローブの濃度決定には、日





















2-ブロモ-1,1,2-トリフェニルエチレン (1.84 g, 5.50 mmol), 4-(4,4,5,5-テトラメチル
-1,3,2-ジオキサボロラン-2-イル)ベンズアルデヒド (1.00 g, 4.32 mmol), K2CO3 (2.07 g, 
15.0 mmol) と Pd(PPh3)4 (145 mg, 0.126 mmol) を N2置換した 3口フラスコに加えた後, 
脱気したトルエン (22 mL) と DMF (8 mL) を加えて溶解させた。反応溶液を 85℃で 19
時間攪拌した。室温に戻した後, 反応溶液をシリカゲルパッドに通した (酢酸エチルを通す
ことにより目的物を回収した)。濾液を濃縮し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィ





79.1% (1.23 g, 3.42 mmol) 
 
＜NMR＞ 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz):  (ppm) 9.90 (s, 1H), 7.62 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.19 (d, J = 
8.0 Hz, 2H), 7.13-7.10 (m, 9H), 7.04-7.00 (m, 6H)  
 
13C-NMR (CDCl3, 500 MHz):  (ppm) 191.93, 150.55, 143.02, 142.97, 142.88, 139.73, 














TPE-CHO (542 mg, 1.50 mmol) を EtOH (15 mL) に溶解させた後、 シアノ酢酸エチル 
(333 mg, 2.94 mmol) と ピペリジン (0.3 mL) を加えた。 反応溶液を 80℃で 5時間攪拌
した。5 時間後溶媒を留去し, 残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー  (eluent; 
CHCl3/n-hexane = 1/1) で精製した。次に、得られたエステル体を EtOH (50 mL) と 1 M 
NaOH aq. (30 mL) に溶解し、1時間室温で攪拌した。加水分解反応終了後, 1 M HCl aq. 
(35 mL) を加えて溶液を酸性にし, 生成物をクロロホルムで抽出し、有機層を蒸留水で洗
浄した。有機層を回収した後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィ





50.5% (325 mg, 0.760 mmol) 
 
＜NMR＞ 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz):  8.18 (s, 1H), 7.77 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.17-7.11 (m, 11H), 
7.04-7.00 (m, 6H) 
 
13C-NMR (CDCl3, 500 MHz):  (ppm) 167.46, 156.21, 150.44, 143.63, 142.94, 142.87, 
142.72, 139.52, 132.31, 131.31, 131.30, 131.23, 131.06, 129.03, 128.02, 128.00, 127.73, 









4.1.3 Fmoc固相合成法による PNAの合成及び AIE 色素のラベル化 
 本研究に用いた AIE-PNA の配列は AIE-Acp(6)-CCC TAA-Acp(6)-K-OHであり、Fmoc
固相合成法によりC末端から合成した。樹脂は Fmoc-Lys(Boc)-Alko-PEG Resinを使用し、




まずカラムに Fmoc-Lys(Boc)-Alko-PEG Resin (42 mg, 10 mol) を加えた後、Wash溶液 
(DCM/DMF = 1/1) を 1 mL加えて 1時間撹拌することで樹脂を膨潤させた。次に、20%
ピペリジン/DMFを加えて Fmoc基の脱保護を行った (1 mL×2)。Wash溶液で洗浄した後 
(1 mL×5)、702 Lの NMP (0.15 M HATU, 0.15 M HOBt, 0.3 M DIPEA を含む) に溶解
させた Fmoc-Acp-OH をカラムに加えて 1時間攪拌した。Wash溶液で洗浄した後 (1 mL
×5)、樹脂を少量取り、Kaiser試験により反応の進行を確認した。以降のカップリングに
おいては同様の方法によりカップリングと Fmoc基の脱保護を行った。 
AIE 色素をラベル化する際は、10 当量以上 (樹脂の一部を使用したため) の AIE 色素を
用い、同様のカップリング条件で 2 回カップリングを行った。最後に、500 L の
TFA/m-cresol/Thioanisole (90/5/5) を加えて 2 時間攪拌し、合成 PNA の樹脂からの切り
出し及び保護基の切断を行った。回収した溶液に窒素を噴きつけながら TFAを留去し、エ
ーテルを加えて沈殿させた。得られた沈殿は、遠心とエーテル洗浄を 3 回繰り返し行った
後に減圧乾燥して粗 AIEラベル化 PNAを得た。 
 
 
  4.1.4 AIE-PNA probe の HPLC精製 
上記の方法で得られた AIE-PNA は、HPLC により精製を行った。カラムは Waters 社
製 XBridgeTM C18 (5 m, 4.6×150 mm) columnを使用し、温度は 40℃に設定した。溶離
液として 0.1% TFA/MilliQ と 0.1% TFA/ACNを使用した。溶離液は以下の組成比で使用
し、260 nm 及び 360 nm の吸収を UV 検出器で確認しながら目的物を回収した。精製し
た AIE-PNAは凍結乾燥後、-20℃で保存した。 
 
Table 4-1 Composition of eluents for purification of AIE-PNA probe. 
Time/Solvent 0.1% TFA/MilliQ 0.1% TFA/ACN 
0 min 100 0 
30 min 0 100 




TPE-CN-PNA 6-mer: calcd for C111H134N38O22; 2351.05, found 2352.91 (M+H+, 42), 
2374.87 (M+Na+, 98), 2390.82 (M+K+, 100). 
*Matrix: CCA (-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) 
*PNA 6-mer: 5’-CCC TAA-3’. 
 
  4.1.5 AIE-PNA蛍光測定用サンプルの調製 
 AIE-PNAプローブはMilliQに溶解させた後、UVスペクトルを測定し、370 nmの吸光
度から濃度を算出した (370: 1.6×104 Lmol-1cm-1)。測定に用いたテロメア DNAも同様に
260 nmの吸光度から濃度決定を行った (HT12: 1.2×105, HT24: 2.4×105, HT48: 4.9×105, 
NC12: 1.1×105, 単位は Lmol-1cm-1)。AIE-PNAプローブはMilliQで希釈し、30 Mに調
製した。 
蛍光測定用サンプルの調製は以下の手順で行った。1) MilliQで任意の濃度に希釈したテ
ロメア DNAあるいはネガティブコントロール DNA溶液 (140 L) に 5×Tris-HCl buffer 
[100 mM LiCl (or KCl) and 50 mM Tris-HCl, pH 7.5] を 40 L加えた。2) DNA溶液を
90℃で 2分間加熱した後、20 Lの 30 M AIE-PNAプローブを加えて VORTEX Mixer
で攪拌した。3) 12時間 25℃でアニーリングした。 
DLS 測定用サンプルの調製は以下の手順で行った。1) MilliQ で希釈した任意の濃度に
希釈したテロメア DNA あるいはネガティブコントロール DNA 溶液 (23.3 L) に
5×Tris-HCl buffer (100 mM LiCl (or KCl) and 50 mM Tris-HCl, pH 7.5) を 10 L加えた。
























Fig. 4-4 Fluorescence spectra of PNA probe in each solvent (MilliQ, 50% ACN/MilliQ 
and 90% ACN/MilliQ) (left) and fluorescence intensity of PNA probe at 540 nm (right), 























Fig. 4-5 DLS spectra of AIE-PNA probe without HT24 (left), and comparison of 
non-inclusion of HT24 and inclusion HT24 samples (right). [PNA probe] = 10 M, 












Fig. 4-6 Fluorescence intensity at each DNA concentration. HT and NC represent 
human telomere and negative control, respectively. Each sample was excited at 360 nm. 






4.2.4 AIE-PNAプローブによる DNA高次構造の識別 
テロメア DNA は、カリウムイオンの存在下で四重鎖 (G-quadruplex) 構造を形成する
ことが知られている 6)。従って、AIE-PNA プローブが二重鎖を形成して蛍光が消光してい
るのであれば、四重鎖 DNA を形成する条件下では蛍光強度の減少が観測されないと考え
られる。そこで、KCl を含む緩衝液を用いて蛍光測定を行った。テロメア DNA には 1 分







Fig. 4-7 Fluorescence intensity at each DNA concentration in each buffer solution. 
Each sample was excited at 360 nm. [PNA probe] = 3 M, in 50 mM each salt (Li+: LiCl, 
K+: KCl) and 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5). 
 
 















Fig. 4-8 Relationship between the fluorescence intensity and the concentration of 
telomeric DNA 48-mer (left) and fluorescence spectra of PNA probe with telomeric DNA 
48-mer (right). Error bars represent SD from n = 3. Each sample was excited at 360 nm. 




Fig.4-6, Fig. 4-7及び Fig. 4-8を比較した場合、テロメア DNAが長くなると飽和(蛍光
強度が減少しなくなる) 時の蛍光強度が強く、蛍光消光率は Fig. 4-9で示すように 48-mer
のテロメア DNA では 70%程度にとどまっていた。Fig.4-9 に示す蛍光消光率は以下の式 
(eq. 4-1)により算出した。 
 
FQ (%) = 100{[FI (Blank)-FI (Sample)]/FI (Blank)}                         (eq. 4-1) 
 
*FI (Blank) and FI (Sample) represent the fluorescence intensity at 540 nm of the 
absence of telomeric DNA and the presence of 5 M of telomeric DNA, respectively. 
 
テロメア DNA との結合によって本来蛍光消光が誘起されるはずであるが、第 3 章の








まり、蛍光消光率の低下した部分 (5% in HT12, 11% in HT24 and 30% in HT48) は、PNA
プローブの大部分がテロメア DNA と二重鎖を形成した場合の蛍光強度 (二重鎖形成に伴
って生じた分子内回転抑制の効果による蛍光強度の増大分) に等しい。3.2.2で述べたよう
に鎖長が短い場合は末端部分の蛍光は完全に消光されるため蛍光強度は鎖長が長いものよ
りも低下する。また、テロメア DNA 濃度の方が高い場合は HT48 の方が、蛍光強度が増
大する結合部位 (3’末端側以外の部分で ssDNAあるいは他のプローブ分子が隣接していて
dsDNA を形成する場合) が多いため、蛍光強度が他の鎖長より強くなったと考えられる 




Fig. 4-9 Relationship between fluorescence quenching ratio and telomere length. [PNA 
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条件を満たすペプチドとして、藤井らのグループが AFPP (Amyloid Fibrillization 
Promoting Peptide) と呼ばれる Aの凝集を促進するペプチドを開発している 1)。AFPPの
配列は DAEFRHDKLVFFYEVHHQK (19-mer) であり、Aの認識に重要とされる KLVFF
部位を有している 2)。AFPPの凝集メカニズムは完全に明らかになっているわけではないが、
実験結果より Aと共に凝集し、凝集速度は約 3 時間程度にまで促進できることが明らかと
なっている。 
本研究では、AFPP を AIE 色素でラベル化したプローブ (AIE-AFPP) の合成を行い、
AIE-AFPPによる迅速かつ高感度な検出法の開発を検討した。AFPPは自己凝集するため、
AIE 色素が疎水性の場合は AFPP の自己凝集作用と色素間の疎水性相互作用が協同的に働
くことでプローブの凝集が促進され、蛍光強度が高くなってしまう可能性が考えられる。従




5-1)。そこで本研究では、TPE-CHO と 4-メチルピリジニウム誘導体との Knoevenagel 縮






Fig. 5-1 Principle of A detection with AIE-AFPP probe.  
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 5.1 実験操作 
AIE色素合成用試薬及び反応溶媒は、和光純薬工業株式会社、東京化成工業株式会社より
購入した特級または一級試薬を使用した。ペプチド合成には渡辺化学工業株式会社より購入
した試薬を使用した。NMR の重溶媒には、和光純薬工業株式会社製の Chloroform-d を使
用した。薄層クロマトグラフィー (TLC) にはMerck社製 Silicagel 60 F254 neutral を使
用した。カラムクロマトグラフィーには和光純薬工業株式会社製Wakogel C-200を使用し
た。HPLC用溶離液には、和光純薬工業株式会社より購入した HPLC gradeのアセトニト
リル (ACN: Acetonitrile) を使用した。 
HPLCによる精製は、Waters社製 Alliance HPLC e2695 Separation Moduleを、検出
には 2489 UV/Visible Detector を用いた。 1H-NMR スペクトルは、日本電子社製
JNM-ECA500型核磁気共鳴装置 (共鳴周波数: 1H, 500 MHz) を用いて測定を行った。ケミ
カルシフトは、Tetramethylsilane (δ= 0 ppm) を内部標準とした。ESI-MS の測定は、
Waters 社製 micromass ZQ 2000 を使用した。MALDI-TOF-MS の測定は、Bruker 
Daltonics社製 Autoflex III smartbeam を使用した。蛍光スペクトルの測定には、島津製作
所社製 RF-5300PC 及び日本分光社製 FP-6200 を使用した。UV によるプローブ及び A、
Amylin の濃度決定には、日本分光社製 V630 を使用した。CD スペクトルは、日本分光社
製 J-820を用いて測定を行った。 
 
  5.1.1 TPE-CHO の合成 
 TPE-CHOは 4.1.1の方法で合成した。 
 





4-メチルピリジン (1.61 mL, 16.5 mmol) をアセトニトリルに溶解後、6-ブロモヘキサン
酸エチル (2.50 mL, 14.1 mmol) を加えて 50℃で一晩撹拌した。その後、溶媒を留去し、
EtOH (30 mL) と 1N-NaOH 水溶液 (50 mL)を加えて室温で 1.5 時間攪拌した。1N-HCl
水溶液 (50 mL) を加えて中和した後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグ






72.9 % (2.96 g, 10.3 mmol) 
 
＜ESI-MS＞ 
m/z calcd for C12H18NO2+; 208.1, found 208.3 (M +). 
 
＜NMR＞ 
1H-NMR (CD3OD, 500 MHz):  (ppm) 8.81 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.92 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 
4.56 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.67 (s, 3H), 2.31 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.03-1.97 (quin, J = 7.6 Hz, 
2H), 1.69-1.63 (quin, J = 7.6 Hz, 2H), 1.43-1.37 (quin, J = 7.8 Hz, 2H). 
 
 





 TPE-CHO (360 mg, 0.998 mmol) と Py-C5-COOH (312 mg, 1.08 mmol) をアセトニト
リル (15 mL) に溶解させた後、ピペリジン 0.5 mLを加えて 110℃で 1時間攪拌した。反
応終了後、アセトニトリルを留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー 




30.5% (192 mg, 0.305 mmol) 
 
＜ESI-MS＞ 





1H-NMR (CD3OD, 500 MHz):  (ppm) 8.75 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 8.10 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 
7.83 (d, J = 16 Hz), 7.49 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 16 Hz), 7.13-6.99 (m, 17H,), 4.50 
(t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.17 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.03-1.97 (quin, J = 7.5 Hz, 2H), 1.69-1.63 
(quin, J = 7.4 Hz, 2H), 1.41-1.35 (quin, J = 7.5 Hz, 2H). 
 
 
  5.1.4 Fmoc固相合成法による AFPPの合成及び AIE 色素のラベル化 
本研究で用いた AFPP の配列は H-DAEFRHDKLVFFYEVHHQK-OH であり、Fmoc 固
















まずカラムに Fmoc-Lys(Boc)-Alko-PEG Resin (208 mg, 50 mol) を加えた後、Wash溶
液 (DCM/DMF = 1/1) を 2 mL加えて 1時間撹拌することで樹脂を膨潤させた。次に、20%
ピペリジン/DMFを加えて Fmoc基の脱保護を行った (2 mL×2)。Wash溶液で洗浄した後 
(2 mL×5)、1 mL (10残基目まで) or 1.5 mL (11残基目以降) のNMP (0.15 M HATU, 0.15 M 
HOBt, 0.3 M DIPEAを含む) に溶解させたFmoc-Gln(Trt)-OHをカラムに加えて 30分攪拌






次いで 10当量以上 (樹脂の一部を使用したため) の AIE色素を用い、同様のカップリング
条件で 2回カップリングを行った。最後に、2 mLの TFA/m-cresol/Thioanisole (90/5/5) を





5.1.5 AIE-AFPPの HPLC精製 
上記の方法で得られた AIE-AFPPは、HPLCにより精製を行った。カラムはWaters社
製 XBridgeTM C18 (5 m, 4.6×150 mm) column を使用した。溶離液として 0.1% 
TFA/MilliQと 0.1% TFA/ACNを使用した。溶離液は以下の組成比 (Table 5-1)で使用し、
280 nm (Tyr) 及び 400 nm (TPEPy-AFPP)の吸収をUV検出器で確認しながら目的物を回
収した。精製した AIE-AFPPは凍結乾燥後、-20℃で保存した。 
 
Table 5-1 Composition of eluents for purification of AIE-AFPP probe. 
Time/Solvent 0.1% TFA/MilliQ 0.1% TFA/ACN 
0 min 100 0 
30 min 0 100 
Flow rate: 1 mL/min.  
Retention time: 22.0-22.5 min. 
 
MALDI-TOF MS 
AIE-AFPP: (m/z) calcd for C153H195N32O31+; 2976.47, found 2976.75 (M+).   
*Matrix: CCA (-Cyano-4-hydroxycinnamic acid), Positive modeで測定 
 
 
5.1.6 Amyloid- (1-40) の調製 
 ペプチド研究所から購入した A (1-40) は、HFIP (1,1,1,3,3,3-Hexafluoroisopropanol)4) 
を 0.5 mL (0.5 mgに対して) 加えて溶解させた後、一晩静置した。翌日、100 Lずつ分注





  5.1.7 Amylinの調製 
 ペプチド研究所から購入したAmylin は、A (1-40) の調製と同様にHFIPを 0.5 mL (0.5 





 AIE-AFPPプローブ、A (1-40)及び AmylinはMilliQに溶解させた後、UVスペクトル
を測定し、AIE-AFPPは400 nmの吸光度 (AIE-AFPP(400): 3.4×104 Lmol-1cm-1)、 A (1-40)
及び Amylin は 280nm の吸光度から濃度を算出した  (A(280): 1490 Lmol-1cm-1, 
Amylin(280): 1740 Lmol-1cm-1)。 
CD (Circular Dichroism) 測定用サンプルの調製は以下の手順で行った。i) A (1-40) 
をMilliQで希釈し、最終濃度が 50 Mになるように調製した。ii) AIE-AFPPプローブを
最終濃度が 50 Mになるように加えた。iii) 2×EM buffer (EM: 300 mM NaCl and 40 mM 
N-Ethylmorpholine-HCl buffer, pH 7.0) を 60 L加えて全量を 120 Lとし、CD測定を
行った。 
蛍光測定用サンプルの調製は以下の手順で行った。i) A (1-40) あるいは Amylin を
MilliQ で希釈し、任意の濃度に調製した。ii) AIE-AFPP プローブを加えた。iii) 2×EM 
buffer (EM: 300 mM NaCl and 40 mM N-Ethylmorpholine-HCl buffer, pH 7.0) を 100 
















 5.2 結果と考察 
  5.2.1 CDスペクトル測定による AIE-AFPPの初期構造及び-シート構造形成の確認 
 合成した AIE-AFPP の初期構造及び Aと-sheet 構造形成するかどうかを確認するため
に 5.1.8の方法で調製した測定用サンプルを用いて 0時間から 1時間ごとに CDスペクトル
を測定した。Fig. 5-2で示すように 0時間では大部分がランダムコイルであるが、3-4時間
後には-sheet構造 (220 nm付近に負のコットン効果) のスペクトルに変化した 5)。CD測
定は高濃度条件で行うために凝集が速やかに起こり、0 時間でも-sheet 構造由来のピーク
が観測されたと考えられる。Fig. 5-2の右下の画像はCD測定用サンプルと同一濃度 (50 M 






Fig. 5-2 Time-dependent changes in CD spectra of 50 M AIE-AFPP and 50 M A. 











(Fig. 5-3)。AIE-AFPP のみの場合では、プローブの凝集 (線維化) に伴って局所的に AIE
色素が集積するため、励起光が照射されて励起される色素分子が減少することが考えられる。
この現象に伴い蛍光強度が時間経過と共に低下したと考えられる。一方、Aを含むサンプ
ルでは、プローブがより鎖長の長い Aと共に凝集 (線維化) することによって AIE 色素部
位の分子内回転運動が抑制され、時間経過に伴って蛍光強度が増大したと考えられる。0時





Fig. 5-3 Time-dependent changes in fluorescence spectra of 5 M AIE-AFPP without A 
(left), or with 50 M A (right), in EM buffer (pH 7.0), ex = 400 nm, 25℃. 
 
  5.2.3 AIE-AFPPを用いた Aの定量 
 5.2.2 より、AIE-AFPP を用いることで Aを検出できることが分かった。次に、プロー
ブを用いて Aの定量が可能であるかを調べるために A濃度を変化させて蛍光測定を行っ
た。まず、プローブ濃度を 5 Mに固定し、A濃度を 0.05 Mから 50 Mまで変化させて
蛍光スペクトルを測定したところ、A濃度の増加に伴って蛍光強度が増大した (Fig. 5-4)。








Fig. 5-4 Fluorescence spectra of 5 M AIE-AFPP (left) and relationship between 
fluorescence intensity and A concentration (right), in EM buffer (pH 7.0), ex = 400 nm, 




Fig. 5-5 Schematic illustration of fluorescence enhancement mechanism according to A 
concentration. i) In low concentration (left), and ii) in high concentration of A(right). 
 
 プローブ濃度が高い場合、凝集は速やかに進行するが、プローブのみの場合 (ブランクサ













Fig. 5-6 Schematic illustration of the comparison of light emitting AIE dye ratio by the 
difference of probe concentration. Aconcentrations are assumed same value in (i) and 
(ii) both conditions.    
 
 プローブ濃度を 0.5 Mとし、より低濃度の Aを定量できるかを調べた。A濃度が 5-500 
nMの場合の蛍光強度をプロットした結果、プローブ濃度が 5 M の場合と比較してより低
濃度領域 (5-75 nM) の Aを定量できることが分かった (Fig. 5-7)。0-75 nMの範囲で作成
した検量線とブランクの標準偏差 ( = 0.442) から検出限界 (3)を求めたところ、検出限




Fig. 5-7 Fluorescence spectra of 0.5 M AIE-AFPP (left) and relationship between 
fluorescence intensity and A concentration (right), in EM buffer (pH 7.0), ex = 400 nm, 
25℃. Inset of right figure is enlarge view in the range of 0-75 nM A.  
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5.2.4 A及び Amylinサンプルにおける蛍光強度の比較 









Fig. 5-8 Relationship between fluorescence intensity at 560 nm and peptide 
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第 6 章 本研究のまとめ 









i. FRET を利用した新規なテロメラーゼ活性測定法の開発 
FAM ラベル化蛍光プローブとインターカレーターである Ethidium Bromide (EB) 
を用いた手法は、蛍光プローブのテロメアDNAへの結合及び形成された二重鎖へのEB
のインターカレーションに対応して FAMから EBへの FRETに伴う蛍光消光が観測さ
れ、この時の蛍光消光量からテロメア DNA 量を定量できることが分かった。選択性に
関しては、テロメア配列とは異なる DNA の場合に蛍光消光は観測されず、選択的にテ
ロメア DNA (またはプローブに相補的な配列の DNA) を検出できることが分かった。
また、プローブの濃度を最適化することにより pM-nM レベルの DNA を検出可能であ
った。検出感度の高い本手法では、HeLa 細胞中のテロメラーゼ活性を評価することが
でき、TRAP assay に替わる簡便なテロメラーゼ活性測定法としての応用が期待される。 
 




分子内回転運動の抑制効果 (RIR effect) は、一本鎖 DNAの場合よりも二本鎖 DNAの
方が大きく、DNA鎖による立体障害が無い場合では RIR effect が全く無いことが明ら
かとなった。本手法は、AIE色素の DNA塩基対間へのインターカレーション、または
メジャーグルーヴあるいはマイナーグルーヴへのグルーヴバインディングによる蛍光
増大は生じず、他の二重鎖 DNA の存在下においてもテロメア DNA のみを定量できる









iii. AIE 色素ラベル化 PNA プローブを用いたテロメア DNA検出法の開発 
 AIE色素ラベル化 PNAプローブは、DNAの場合と異なる挙動を示した。DNAの場
合はプローブが分散することで蛍光強度は低く抑えられていたが、PNAの場合は DNA
と比較して親水性が低いため、プローブ自身が凝集して 10 nm 程度のナノ粒子を形成
した。このナノ粒子は非常に明るい蛍光を示し、テロメア DNA との結合によって蛍光
強度は著しく減少した。しかしながら、長鎖のテロメア DNA の場合は完全に蛍光は消
光せず、これは DNAの場合と同様に AIE色素部位がテロメア DNA鎖の立体障害によ
って蛍光強度が増大するという現象に起因していると考えられる。HT12の場合は、プ
ローブがテロメア DNA の 3’末端に結合する確率が高いために蛍光が 95%消光したが、
HT48では 3’末端以外の結合サイトが多いために蛍光が 70%しか消光しなかったと推察
される。従って、PNA プローブの親水性を向上し、ナノ粒子の形成を抑制して分散さ
せることによって Signal-ON 型の検出システムが構築できると考えられる。PNA は
DNAと比較して高価ではあるものの、DNA/DNA二重鎖よりも優先して PNA/DNA二
重鎖を形成する性質があることからテロメア DNA の検出のみならず、SNPs のように
二重鎖を形成しているターゲット DNAの検出への応用も期待できる 
 
iv. AIE 色素ラベル化ペプチドを用いた簡便なアミロイドベータ (A) 検出法の開発 
 AIE 色素でラベル化した A凝集促進ペプチド (AFPP) は、短時間で自己凝集 (ラン
ダムコイルから-sheet構造への変化) が起こり、そこに Aが存在すると濃度依存的に
蛍光強度が増大することが分かった。プローブ濃度の最適化により検出限界は 4.2 nM
となった。これは ELISAの検出限界 (pMレンジ) には及ばないが、ThT assayよりも
優れており、簡便性や測定コストにおいては ELISA よりもはるかに優れている。しか












たのは AIE-DNA プローブであり、AIE-DNA プローブは 5’末端アミノ化 DNA とカルボキ
シル基を有する AIE色素から容易に合成 (ラベル化) が可能であった。また、脱保護条件に
耐性がある蛍光色素であれば固相上でラベル化でき、精製面においても簡便性に優れている 
(このことは、Fmoc 固相合成法により合成する PNA やペプチドの場合にも当てはまる)。
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